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研究成果の概要（和文）：1型糖尿病は、膵島に局在する膵β細胞が破壊される結果、インスリンが枯渇し高血
糖の所見を呈し、インスリン注射が不可欠となる重篤な糖代謝疾患である。代表者らが発明したダイレクトリプ
ログラミングによる膵β細胞の作製法は、超高効率かつ安全性が高い優れた技術である。この技術は細胞治療の
みならず遺伝子治療にも臨床応用できると考えられる。本研究課題において、リプログラミング因子OKAPの導入
によって、線維芽細胞などの体細胞からインスリンを強力に発現誘導することが観察された。in vivo DRモデル
マウスにおいて、異所性のインスリン産生細胞細胞が膵臓以外の臓器で顕著に検出され、本技術の有用性が実証
された。

研究成果の概要（英文）：Type 1 diabetes mellitus is a serious glucose metabolism disease that 
results from the destruction of pancreatic beta cells localized in pancreatic islets, leading to 
insulin depletion and hyperglycemia, making insulin injections essential. Our technology of 
producing pancreatic beta cells by direct programming is a promising with ultra-high efficiency and 
high safety. This technology is expected to be clinically applicable not only to cell therapy but 
also to gene therapy. In this research project, it was observed that introduction of the 
reprogramming factor OKAP strongly induced insulin expression from somatic cells such as 
fibroblasts, etc. In vivo DR model mice, ectopic insulin-producing cell cells were significantly 
detected in organs other than the pancreas, demonstrating a potential novel technology.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　代表者らが発明したダイレクトリプログラミング(DR)による膵β細胞を含む人工膵島の作製手法は、幹細胞を
介さないで体細胞へリプログラミング因子(OKAP)を導入すると、直接変換によって機能性膵β細胞(iβC)を約80
%の効率で作出でき、さらに1型糖尿病モデルマウスの血糖改善効果を示すため、患者自身の体細胞を用いたex 
vivo細胞治療が可能である。さらに、mRNAを始めとする遺伝子治療開発に繋がり、従来の遺伝子･タンパク質補
充療法とは異なり、患者体内において目的とする機能性インスリン産生細胞を作出できるため、画期的な次世代
型の創薬モダリティとなり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 1 型糖尿病は、生活習慣病の 2型糖尿病とは異なり、膵島に局在する膵β細胞が破壊される結

果、インスリンが枯渇する結果として高血糖の所見を呈し、患者は連日のインスリン注射が不可

欠となり、高血糖状態が続くと腎症・網膜症・神経疾患などの合併症を引き起こす重篤な糖代謝

疾患である。現時点では 1型糖尿病の根治は、未だ実現不可能であり、β細胞(膵島)を再建・補

充する方法が確立されていないからである。現在の 1型糖尿病の治療法として、主にインスリン

補充療法と膵島移植が行われているが、インスリン補充は、度重なる注射ならびに血糖管理の負

担が大きい上に、過剰なインスリン投与が原因となり低血糖による昏睡状態に陥ることが臨床

的に大きな問題である。一方、膵島移植はドナー不足や免疫応答による拒絶反応が起こるため、

１回の移植でインスリン離脱ができないため対処療法に過ぎず、全ての I 型糖尿病患者に満足

のいく治療を提供できないのが現状である。ヒト iPS 細胞や ES 細胞等の幹細胞から膵β細胞へ

の最新誘導プロトコルが報告され(Melton ら Cell, Kieffer ら Nat.Biotechnol.)、機能性膵β

細胞の分化誘導効率が約 38%に達し、糖尿病の再生医療の実現に向け見通しが立ってきたといえ

る。しかしながら、このアプローチ法は下記５つの課題が残されており、これらの課題を克服し

ない限り 1型糖尿病患者の根治は困難である。（１）造腫瘍性リスクの回避. （２）分化誘導効

率. （３）膵β細胞誘導の機序が不明. （４）膵島移植または幹細胞治療などの他家移植による

免疫拒絶の回避.（５）血糖管理の負担からの解放(インスリン注射の代替法)  
 
２．研究の目的  

上記の課題の克服するためには、インスリン注射による血糖管理の負担、ならびに膵島移植に

よる免疫拒絶の回避など、患者家族にとって安全かつインスリン注射から離脱できる新たな治

療法の開発が期待される。本研究は、1型糖尿病の根治開発を目指した生体内で核酸誘導ならび

に直接変換を誘導する「細胞運命変換」治療の基盤研究、および細胞運命変換の分子機序の解明

を目的としている。 

 
３．研究の方法 
 本計画において下記の手法によりダイレクトリプログラミング(DR)技術の有効性の評価の実

施を行った。（１）mRNA を含む核酸導入による in vitro 細胞分化転換によるインスリン産生細

胞の分化転換効率(定量 PCR 法, ELISA および免疫染色法). LNP 法によるリプログラミング因子

OKAP を線維芽細胞や HEK293 細胞などのヒト細胞へ導入し、RNA 抽出後、cDNA 合成ならびに定量

PCR(qPCR)を実施. （２）生体内で DR 技術を誘導できる in vivo DR モデルマウスの作出(遺伝

子改変マウスの作出). Doxycycline(Dox)誘導によって OKAP 因子をマウス生体内で誘導できる

Direct conversion(DIVER)システムを構築.（３）in vivo DR モデルマウス由来の細胞単離培養

による in vitro 評価(定量 PCR 法および免疫染色法).（４）in vivo DR モデルマウスの有効性

評価(血糖値測定, ELISA および免疫組織学的解析). Dox 投与後、グルコメーターを用いて血糖

値を測定. Streptozotocin(STZ)を尾静脈投与し 1型糖尿病モデルマウスを作出. 組織から抽出

した RNA を用いて qPCR 法によるインスリン発現の検出を実施. Dox 誘導後の臓器を摘出し、

4%PFA 固定･包埋後、パラフィンブロックを剥切しスライドグラス上で抗インスリン抗体(DAKO

社)を用いた免疫組織学的解析を実施.スライド切片は免疫蛍光組織染色後、DAPI 染色を実施. 

 
 
 



４．研究成果 

（１）LNP/mRNA 導入した線維芽細胞ならびに HEK293 細胞において、顕著な内在性インスリン

の発現誘導を検出した。細胞内および培養上清中にインスリンタンパクを免疫蛍光染色と ELISA

法によって検出。（２）in vivo DR モデル(OKAP)マウスを作出.PCR 法により 4ラインにおいて

transgene である OKAP 遺伝子を検出.（３）４ラインの尻尾由来の線維芽細胞を用いて Dox 処理

を行ったところ DR(細胞内で OKAP mRNA を誘導)による内在性インスリン発現の最も高いライン

を qPCR 法によって選定し、DIVER システムを確立した。（４）DIVER システムの特徴は、Dox 誘

導をによって OKAP の遺伝子発現による細胞運命変換を人為的に誘導できる画期的な in vivo DR

モデルである。Dox 処理によって OKAP の遺伝子の転写が誘導され、結果的にダイレクトリプロ

グラミング誘導が可能となる。Dox は皮下または腹腔(i.p.)投与にて実施. STZ 投与による 1型

糖尿病モデルマウスを作出後、3 日以降血糖値上昇を確認したのちに、Dox 投与を実施.その結

果、投与 9時間において、膵島以外の異所性組織において、顕著な内在性のインスリンの発現が

定量 PCR 法によって検出された。さらに、高血糖の改善効果が血糖測定によって観察された。特

筆すべき点は、STZ 投与コントロール群の血漿インスリンは STZ 投与によりβ細胞が破壊されイ

ンスリン欠乏が起こるため、血漿中インスリンが検出されないのに対して、遺伝子治療群の血漿

インスリンは顕著にインスリンが誘導されることが明らかとなった。以上より、In vivo におけ

る DR は即効性かつ持続的にインスリン産生細胞を作り出す画期的な方法であることが強く示さ

れた。従って本技術は、将来的に新たな遺伝子治療への臨床応用と血糖管理の負担に強いられて

いる多くの 1型糖尿病患者の救済実現に繋がることが期待される。 
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